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>En interagissant spécifiquement avec des
protéines, les phosphoinositides organisent
de maniére spatio-temporelle la formation
de complexes protéiques impliqués dans le
contréle de la signalisation intracellulaire,
du trafic vésiculaire ou de I'assemblage du
cytosquelette. Un ensemble de kinases et de
phosphatases spécifiques assure la production,
la dégradation et [I’interconversion des
phosphoinositides, ce qui permet d’atteindre
un haut niveau de précision dans la régulation
de la dynamique cellulaire coordonnée par ces
lipides. Limplication directe de ces enzymes
dans des maladies génétiques, des cancers
ou des pathologies infectieuses, ainsi que
I"arrivée récente d’inhibiteurs ciblant certaines
phosphoinositides kinases en clinique,
soulignent I'importance de ces lipides et de leur
métabolisme dans le domaine biomédical. <

Les phosphoinositides (PI), appelés parfois lipides &
inositol, sont des glycérophospholipides qui repré-
sentent environ 10 a 15 % des phospholipides membra-
naires. Les deux acides gras qui les constituent majo-
ritairement sont Iacide stéarique (C18:0)! en position
1 et I’acide arachidonique (C20:4) en position 2, mais
d’autres espéces moléculaires minoritaires coexistent
dans la plupart des cellules. Ces acides gras sont fixés
sur le squelette glycérol, lui-méme relié au noyau ino-
sitol par une liaison phosphodiester (Figure 14). Malgré
la présence de 5 groupements hydroxyle libres sur le
noyau inositol, seules les positions 3, 4 et 5 ont été
retrouvées phosphorylées par des kinases spécifiques.
Des problemes d’encombrement stérique empéchent
vraisemblablement I"acces des positions 1 et 6 aux
kinases. Ainsi, en plus du phosphatidylinositol (PtdIns)
qui représente 80 % du total des PI, 7 autres Pl ont été
identifiés, correspondant aux diverses combinaisons de

! D’apres la nomenclature, C18:0 signifie que I’acide gras possede 18 atomes de
carbone et ne présente pas d’insaturation.
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phosphorylation du noyau inositol (Figure 1B et Tableau I). Le PtdIns4P
et le PtdIns(4,5)P, représentent 10 % des Pl totaux, alors que les
autres n’en représentent pas plus de 1 % & 2 % chacun (Tableau ).
Les Pl sont caractérisés par un métabolisme extrémement actif, grace
a 'action d’un ensemble de Pl-kinases et -phosphatases spécifiques
(Figure 1B et Tableau [). Ces lipides, considérés comme des messa-
gers secondaires, sont capables d’interagir directement avec des
domaines protéiques fonctionnels (PH [pleckstrin homology], FYVE
[Fab-1, YGL023, Vps27, et €EEAL], PX [phox], ENTH [epsin N-terminal
homology], etc.). Sous I’effet de divers stimulus (hormones, facteurs
de croissance, molécules adhésives, chimio-attractants, stress, etc.),
la relocalisation et la régulation des Pl-kinases et -phosphatases
permettent de générer de facon rapide et plus ou moins transitoire des
territoires membranaires enrichis ou appauvris en certains Pl. Ces Pl
peuvent ainsi orienter et coordonner le recrutement de certaines pro-
téines au niveau des membranes cellulaires ol ils sont produits, pour
réguler la dynamique cellulaire. Ces derniéres années, "utilisation des
domaines protéiques d’interaction avec les Pl pour localiser ces lipides
par des approches de biologie cellulaire a suscité beaucoup d’intérét.
Il a ainsi été montré que si le PtdIns(4,5)P, et le PtdIns(3,4,5)P; sont
majoritairement localisés dans la membrane plasmique [1, 2], le
PtdIns3P se concentre plutdt dans les endosomes précoces [3] et le
PtdIns4P est a la fois présent dans la membrane plasmique et dans
’appareil de Golgi [4]. Dans certaines cellules, la répartition des Pl est
essentielle pour maintenir la polarité cellulaire [5].

Dans cette revue, nous aborderons le role des différents Pl et les
pathologies dans lesquelles les enzymes de leur métabolisme sont
impliquées, notamment les cancers. Nous insisterons sur le rdle
des PI3-kinases (phosphoinositide 3-kinases, PI3K) de classe | et
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Phospho- Pl totaux Localisation Autre ~ .
. .- . .. Réle Réf.
inositides (PI) (%) majeure localisation
Synthétisé au
Y L Précurseur des polyphospho-
PtdlIns 80 % niveau du réticulum o
) inositides
endoplasmique
Fusion, tri et motilité endosomale,
Phagosomes, mem- tophagie. f tion d
autophagie, formation du corps
PtdIns3P 0,5a1,5% Endosomes brane plasmique et ) P ) g i o P [3]
intermédiaire (cytokinése), exo-
noyau L .
cytose et signalisation cellulaire
Endosomes, trans- .. o
. . . Recrutement de protéines impli-
PtdIns4P 10 % Appareil de Golgi Golgi, membrane ) L [4]
. quées dans le transport vésiculaire
plasmique
Membrane plas- p
) ) Réarrangement du cytosquelette
mique, appareil de ;L
N S d’actine,
PtdIns5P 0,1a0,5% Golgi, réticulum Endosomes o ) ) [9]
) transport vésiculaire, autophagie,
endoplasmique, : At
expression génique
noyau
Membrane plas- Endocytose,
mique, endosomes, réarrangement du cytosquelette
Pdins(3,4)P, 0,1a1% " e A [18]
réticulum endo- d’actine,
plasmique formation de podosomes
Fission et fusion endosomales,
. Endosomes, lyso- ,
PtdIns(I’),S)P2 0,1%al% transport rétrograde des endosomes [22]
somes
vers le trans-Golgi
Endocytose, exocytose, trafic endo-
Appareil de Golgi, somal, phagocytose, assemblage
Membrane plas- endosomes, réticu- cytosquelette d’actine, polarisation,
Ptdins(4,5)P, 10 % _ P _ yrosaueierie € actne, poe [1]
mique lum endoplasmique, adhésion, migration cellulaire,
noyau précurseur d’IP3, diacylglycérol et
PtdIns(3,4,5)P;
Survie, prolifération cellulaire,
. Membrane plas- Endo-membrane ? ,
PtdlIns(3,4,5)P; 0,1al1% réarrangement du cytosquelette [2]

mique Noyau ?

d’actine, expression génique

Tableau I. Localisation et réles des différents phosphoinositides (PI).

sur leur ciblage thérapeutique qui commence a modifier la prise en
charge de certaines pathologies cancéreuses, et pourrait compléter
les stratégies thérapeutiques pour le traitement des thromboses
artérielles.

Les divers phosphoinositides : a chacun son rdle

Ptdins3P

On considére que le PtdIns3P [3], présent en faible quantité dans les
cellules eucaryotes, est principalement généré a partir du PtdIns par
les PI3K de classe Il et de classe Ill. Il peut également étre produit
par déphosphorylation du PtdIns(3,4)P, par une 4-phosphatase de
type lo, et du Ptdins(3,5)P, par une 5-phosphatase appelée FIG4
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(ou SAC3). Les PI3K de classe Il et la 4-phosphatase
de type lo pourraient générer un pool de PtdIns3P a
la membrane plasmique, alors que la PI3K de classe IlI
(également nommée Vps34) et FIG4 seraient & origine
du pool endosomal (Tableau I). Il est & noter que la PI3K
de classe Ill joue également un réle majeur dans I’auto-
phagie, en produisant du PtdIns3P dans les autophago-
somes. €n dehors des cellules infectées par le parasite
Plasmodium falciparum, pour lesquelles le taux de
PtdIns3P augmente fortement, la littérature ne décrit
pas de variation brusque et importante de la quantité
de ce Pl. Cependant, un certain nombre de stimulus
cellulaires induisent une augmentation significative



de PtdIns3P. Le maintien de son taux de base semble essentiel a I’ho-
méostasie cellulaire, en particulier au trafic intracellulaire.

Le PtdIns3P recrute des effecteurs protéiques via des domaines d’interac-
tion de type FYVE (largement utilisés pour localiser ce lipide par imagerie)
ou PX (domaine phox). €n fonction de sa localisation, il régule ainsi:
(1) le trafic intracellulaire (fusion des endosomes, recyclage des vési-
cules vers la membrane plasmique et le trans-Golgi, tri-vésiculaire vers
le compartiment lysosomal) ; (2) la maturation de I’autophagosome, en
recrutant des protéines de la famille Atg-18 (autophagy-related protein)
(WIPI 1 et 2 [WD repeat domain phosphoinositide-interacting]) [6];
(3) 'exocytose de granules d’insuline, par un mécanisme encore inconnu ;
(4) activation de p40P"*, un des composants de la NADPH (nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate) oxydase ; (5) la cytokinése, lorsqu’il est
produit au niveau du pont intercellulaire au cours de I’étape finale de la
division cellulaire oll il recrute la protéine centrosomale FYVE-CENT (FYVE
domain-containing centrosomal protein) [7]. Il faut noter également
que le PtdIns3P est un intermédiaire important dans la biosynthese du
PtdIns(3,5)P,, réalisée par la 5-kinase PIKfyve (phosphoinositide kinase,
fyve finger containing). Le PtdIns3P a donc plusieurs rdles, mais c’est
dans la régulation du trafic intracellulaire (voie endosomale et autopha-
gie) que son implication est la mieux caractérisée.

Ptdins4P

Le PtdIns4P est I'un des PI les plus abondants [4]. Il est surtout pré-
sent dans I'appareil de Golgi et la membrane plasmique, mais on le
retrouve aussi dans les compartiments endosomaux et le trans-Golgi.
Chez les mammiféres, sa production est assurée par deux PI4K de classe
I (PI4KII o et B) et deux PI4K de classe 11l (PI4KIll o et B). La Pl4Kllat
est palmitoylée sur de multiples cystéines et se retrouve principalement
dans le systéme endosomal, le trans-Golgi et la membrane plasmique.
Au contraire, la PI4KIIf est faiblement palmitoylée et principalement
présente dans la membrane plasmique. Les mécanismes de régulation
de ces kinases sont encore assez mal connus. La PI4KIlloL est présente
dans la membrane plasmique, le réticulum endoplasmique et I'appareil
de Golgi. La PI4KIIIP est décrite comme I’enzyme responsable du pool de
PtdIns4P produit dans 'appareil de Golgi, a la suite de son interaction
avec la petite protéine G Arfl (ADP-ribosylation factor 1) et la protéine
NCS-1 (neuronal calcium sensor-1). Elle est activée par phosphorylation
et maintenue active par son interaction avec les protéines de la famille
14-3-3, qui empéchent sa déphosphorylation. Une autre enzyme impli-
quée dans le métabolisme du PtdIns4P est la 4-phosphatase SACL. Elle
est localisée au niveau du réticulum endoplasmique et de la membrane
plasmique. Suite a une privation en nutriment, elle se relocalise dans
I’appareil de Golgi pour diminuer le pool de PtdIns4P. Plus récemment,
il a été montré que les protéines de la famille 0SBP (oxysterol-binding
protein) étaient capables de transférer le Ptdins4P du trans-Golgi et
de la membrane plasmique vers le réticulum endoplasmique de fagon
dépendante du cholestérol.

Le PtdIns4P régule le transport vésiculaire de I'appareil de Golgi vers
la membrane plasmique et les compartiments endosomaux. || permet
ainsi d’assurer : (1) la localisation de certaines enzymes résidentes
de P'appareil de Golgi; (2) la formation de vésicules, en créant des

m/s n® 11, vol. 31, novembre 2015

déformations membranaires [8]; (3) le tri des pro-
téines destinées aux endosomes, en interagissant avec
la protéine adaptatrice de la clathrine, GGA2 (Golgi-
associated, gamma adaptin ear containing, AFR binding
protein 2), qui, elle-méme, interagit avec Arfl (ADP-
ribosylation factor 1) pour un recrutement efficace ;
(4) le transport des protéines du trans-Golgi vers la
membrane plasmique, ce qui implique le recrutement
et 'activation de Sec2 (un facteur d’échange des pro-
téines Rab). €n outre, le PtdIns4P est un intermédiaire
clé dans la biosynthése du PtdIns(4,5)P, au niveau de la
membrane plasmique.

PtdIns5P

Le PtdIns5P est 'un des derniers Pl a avoir été identifié
[9]. Il est présent en faible quantité dans les cellules
quiescentes. Ce lipide peut €tre synthétisé a partir du
PtdIns par la 5-kinase PIKfyve, mais également par
déphosphorylation du PtdIns(3,5)P, par les 3-phospha-
tases de la famille des myotubularines. Bien que cela
n'ait jamais été clairement démontré dans les cellules
de mammiféres, il peut également étre généré par des
4-phosphatases de type I, en agissant sur le Ptdins(4,5)P,.
€n revanche, il a été clairement montré que le Ptdins5P
est phosphorylé spécifiquement par les PIPK de type Il
pour produire du PtdIns(4,5)P,. Le taux de PtdIns5P peut
augmenter suite a certains stimulus (thrombine, insuline,
FGF-1 [fibroblast growth factor 1], certains oncogenes,
stress osmotique, H,0,, ultra-violets, infection bacté-
rienne). Il est localisé dans la membrane plasmique et
dans les compartiments intracellulaires (incluant les
endosomes, le réticulum endoplasmique et 'appareil de
Golgi), mais son role a d’abord été étudié dans le noyau
ol son taux augmente lors d’un stress cellulaire. Dans le
noyau, le Ptdins5P (dont la localisation et la présentation
physicochimique restent & préciser) peut moduler I'ex-
pression des genes, en interagissant avec des protéines
impliquées dans le remodelage de la chromatine. Il inte-
ragit en particulier avec le domaine PHD (plant homeo-
domain) d’ING2 (inhibitor of growth family member 2),
qui peut étre utilisé comme sonde pour localiser ce lipide
par imagerie. Outre son r6le intranucléaire, nous avons
montré en 2002, pour la premiére fois, que le facteur de
virulence de la bactérie pathogene Shigella flexneri, IpgD
(invasion plasmid gene D) était une puissante PtdIns(4,5)
P, 4-phosphatase, produisant une quantité importante
de PtdIns5P dans la cellule hote lors de Iinfection. Le
PtdIns5P généré au foyer d’entrée de la bactérie, au
niveau de la membrane plasmique, modifie ainsi la
dynamique membranaire et les signaux intracellulaires
de la cellule héte [10]. Il induit des regroupements de
récepteurs, en particulier du récepteur & I'€GF (epidermal
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Figure 2. Les trois classes de PI3K chez les
mammiferes. Seules les sous-unités cataly-
tiques des PI3K sont montrées. Les domaines
d’interaction protéiques ou lipidiques et le
domaine catalytique sont indiqués. p85:
sous-unité régulatrice p85; Ras: domaine
de liaison a la protéine Ras; C2: domaine
de liaison aux phospholipides ; PX : domaine
phox (liaison aux phosphoinositides [PI]).

PtdIns(3,4)P,

Classe la plioo, B, d
—{ p85 H Ras L' c2 |'| Hélice}@muine catalytiqt@-
Classe Ib plloy
-‘& Ras H 2 I-I Hélice}@:muine cutulytiqie)-
Classe Il PI3KC2 o, B, Y
-{ Ras ),!'I 2 I‘.\Hélice)@muine cutalytit@{ PX }{ c2 )—
Classe I11 VPS34

—[ C2 }1 Hélice\}@muine catalytiq@-

growth factor) qui s’active indépendamment de son ligand et qui n’est

plus dégradé par les lysosomes. Cela contribue a des signaux de survie
soutenus favorisant Iinfection bactérienne [11, 12]. De plus, cette aug-
mentation du taux de PtdIns5P dans la membrane plasmique entraine la
fermeture d’hémi-canaux-connexines qui, normalement, libérent de ’ATP
dans le milieu extracellulaire pour déclencher une réaction inflammatoire
dirigée contre le pathogéne [13]. La bactérie pathogene utilise ainsi le
PtdIns5P pour détourner les réponses de la cellule hdte a son profit.

€n dehors de cette situation pathologique, le réle du PtdIns5P dans
la physiologie cellulaire reste encore peu connu. Il a été montré que
I’engagement du récepteur des lymphocytes T (TCR) induit une aug-
mentation du taux de PtdIns5P, qui recrute des protéines de la famille
DOK (downstream of tyrosine kinases) favorisant leur phosphorylation
et activant ainsi une boucle de rétrocontrdle négatif de la signalisa-
tion [14]. La stimulation d’adipocytes par P’insuline induit un pic de
production de PtdIns5P, qui entraine la perte des fibres de stress et
I’accélération de la translocation du transporteur de glucose Glut4 dans
la membrane plasmique. REcemment, nous avons montré que le PtdIns5P
était en fait capable de coordonner la dynamique membranaire et celle
du cytosquelette d’actine. €n effet, une augmentation de PtdIns5P
consécutive a I'expression ectopique de la phosphatase bactérienne
IpgD, a une stimulation par le FGF-1 ou a I'expression de I’oncogene
NPM-ALK (nucleophosmin—anaplastic lymphoma kinase) conduit au
recrutement et a I’activation du facteur d’échange (GEF, guanine
nucleotide exchange factor) Tiaml par une interaction directe du lipide
avec le domaine PH situé dans la région carboxy-terminale du facteur
d’échange. Cette interaction conduit a I'activation de la GTPase Racl
et a une forte dynamique membranaire associée a la perte des fibres de
stress, pour induire la mobilité et Iinvasion cellulaire [15]. Le PtdIns5P
module également le trafic intracellulaire en empéchant la dégradation
lysosomale, notamment par le recrutement de TOM1 (target of myb1) sur
les endosomes [16], et en favorisant le recyclage vésiculaire. Il régule
aussi I'autophagie indépendante de la voie canonique impliquant Vps34
et le Ptdins3P [17]. Actuellement, le PtdIns5P, par ses capacités a coor-
donner plusieurs mécanismes cellulaires, suscite beaucoup d’intérét.
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Le PtdIns(3,4)P, serait produit lors

d’une stimulation cellulaire au niveau

de la membrane plasmique par la

déphosphorylation du PtdIns(3,4,5)P;

réalisée par les 5-phosphatases SHIP
(Src homology 2 (SH2) domain—containing inositol-
5-phosphatase) 1 et 2 et SKIP (skeletal muscle and
kidney enriched inositol phosphatase), dont I'expres-
sion varie en fonction des tissus [18]. Une autre voie
de biosynthése pourrait impliquer les PI3K de classe
Il et leur substrat, le PtdIns4P, pour contrdler I’endo-
cytose dépendant de la clathrine [19]. Les roles du
PtdIns(3,4)P, sont encore assez mal connus et seuls
quelques effecteurs ont été identifiés [20]. Certaines
publications lui attribuent cependant des fonctions
importantes dans différents processus cellulaires, en
plus de son rdle dans I’endocytose. Ainsi, en interagis-
sant avec le domaine PH des protéines TAPP (tandem
PH [pleckstrin homology]-domain-containing protein)
1 et 2, il pourrait réguler négativement les voies de
signalisation de I’insuline. Le PtdIns(3,4)P, produit par
SHIP1 et SHIP2 serait également impliqué dans I’endo-
cytose de récepteurs couplés aux protéines G de fagon
dépendante de leurs ligands. Il recrute la lamellipodine
en interagissant avec son domaine PH, qui, @ son tour,
recrute I'endophiline pour médier I’endocytose [21].
Cette interaction avec la lamellipodine serait aussi
impliquée dans la formation des lamellipodes. Enfin, ce
lipide pourrait également contribuer a la formation des
podosomes.

PtdIns(3,5)P,

Le PtdIns(3,5)P, est peu abondant [22]. Il est syn-
thétisé a partir du PtdIns3P, majoritairement par la
5-kinase PIKfyve. PIKfyve fonctionne au sein d’un com-
plexe protéique appelé PAS (pour PIKfyve/ArPIKfyve/
SAC3), qui posséde la capacité de produire du PtdlIns(3,5)
P, de facon réversible, puisque I'activité 5-phospha-
tase de SAC3 (ou FIG4 chez les mammiféres) hydrolyse
le PtdIns(3,5)P, en Ptdins3P. Ce complexe de kinases/



phosphatase est localisé au niveau des endosomes, notamment par
I’interaction du domaine FYVE de PIKfyve avec le PtdIns3P. Une autre voie
importante du métabolisme du PtdIns(3,5)P, met en jeu les 3-phospha-
tases de la famille des myotubularines qui le transforment en PtdIns5P.
€n invalidant et/ou inhibant les enzymes du complexe PAS, il a été
montré que ces enzymes et le PtdIns(3,5)P, contrdlent I’lhoméostasie
du trafic endosomal. Le PtdIns(3,5)P, pourrait, en effet, réguler la
fission et la fusion endosomale, le transport rétrograde des endosomes
vers le trans-Golgi, ainsi que le tri vésiculaire vers I’endosome tardif.
Ces effets sont transmis par I'intermédiaire d’effecteurs possédant,
pour la majorité, un domaine B-propeller’ capable de lier ce lipide [23,
24]. Cependant, le manque d’outils pour localiser le PtdIns(3,5)P, et
pour bloquer spécifiquement ses fonctions, limite I’étude de son rdle.
Les données actuelles suggérent que PtdIns3P, PtdIns5P et PtdIns(3,5)
P, sont dans des voies métaboliques fortement reliées. Linterconver-
sion entre ces lipides pourrait représenter la base des mécanismes de
régulation et de coordination du trafic vésiculaire et de la dynamique
du cytosquelette.

PtdIns(4,5)P,

Aussi abondant que le PtdIns4P, ce Pl est majoritairement présent dans
le feuillet interne de la membrane plasmique [1], mais il est aussi
présent dans I'appareil de Golgi, les endosomes, le réticulum endo-
plasmique et le noyau. Six kinases différentes contrélent sa synthése
de facon spatiotemporelle. Les PIP5K de type | (at, B, ¥), qui utilisent
le PtdIns4P comme substrat, en produisent la majorité. Les PIP4K de
type Il (o, B, y) phosphorylent le PtdIns5P en position 4 pour produire
un pool quantitativement mineur, mais probablement trés localisé de
PtdIns(4,5)P,.

Historiquement, les premiéres publications concernant ce lipide I"ont
présenté comme le substrat préférentiel des phospholipases C (PLC)
qui, lors d’une activation cellulaire, produisent les seconds messa-
gers classiques que sont I'inositol trisphosphate (Ins[1,4,5]P;) et le
diacylglycérol (DAG). Il a ensuite été montré que les PI3K de classe |
utilisent également le Ptdins(4,5)P, comme substrat pour produire le
second messager PtdIns(3,4,5)P;. Enfin, il est & présent bien établi que
le PtdIns(4,5)P, interagit directement avec certaines protéines par
I’intermédiaire de domaines spécifiques (PH, ENTH, FERM [four-point-
one, ezrin, radixin, moesin], etc.). Par le biais de ces interactions,
il module plusieurs régulateurs de I'organisation du cytosquelette
d’actine, mais également certains canaux ioniques. Le PtdIns(4,5)P,
est donc impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques.

PtdIns(3,4,5)P;

Second messager lipidique par excellence, le Ptdins(3,4,5)P; [2], qui
est présent a I’état de trace dans les cellules normales quiescentes,
est produit de fagon rapide et transitoire suite a I"activation des PI3K
de classe I, lors de I’engagement de récepteurs membranaires. Le
PtdIns(3,4,5)P; est majoritairement produit dans le feuillet interne

? Le motif B-propeller contient plusieurs sous-unités disposées radialement autour d'un axe central,
chacune étant composée de quatre feuillets 3 anti-paralléles.
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de la membrane plasmique ou il recrute et permet
I'activation de protéines a domaine PH dont la mieux
caractérisée est la protéine kinase Akt [25]. Parmi les
autres protéines a domaine PH recrutées par ce lipide,
on note des facteurs d’échange (GEF), des GTPases Arf
(ARNO et GRP1) ou Rac (PREX1 et Vav) [26], des tyro-
sine-kinases comme Btk (Bruton tyrosine kinase) et des
protéines adaptatrices telles que GAB1 (GRB2-associa-
ted-binding protein 1). Certains de ces domaines PH
sont d’ailleurs utilisés pour localiser le PtdIns(3,4,5)P;
par imagerie. €n résumé, ce lipide est fortement impli-
qué dans la formation et 'organisation de complexes
de signalisation intracellulaire. Il contribue a réguler
la prolifération et la survie cellulaire, mais également
’lhoméostasie du glucose, la polarisation [27] et les
processus de mobilité cellulaires [28].

Les enzymes du métabolisme des
phosphoinositides (PI) comme cibles
thérapeutiques : focus sur les P13-kinases

De nombreuses enzymes du métabolisme des Pl pré-
sentent des mutations perte ou gain de fonction direc-
tement impliquées dans des pathologies humaines
(Tableau [1). Certaines maladies génétiques, comme les
myopathies myotubulaires ou la neuropathie de Char-
cot-Marie-Tooth®, impliquent les Ptdins3P/PtdIns(3,5)P,
3-phosphatases de la famille des myotubularines [29].
Le syndrome de Lowe, ou syndrome oculo-cérébro-rénal,
et la dystrophie cornéenne mouchetée de Francois et
Neetens, sont liés a des mutations des genes codant
respectivement la PtdIns(4,5)P, 5-phosphatase OCRL
(oculocerebrorenal syndrome of Lowe) et la 5-kinase
PIKFYVE. D’autre part, I'implication des PI3K de classe | et
de la PtdIns(3,4,5)P; 3-phosphatase PTEN (phosphatase
and tensin homologue) dans les pathologies cancéreuses
est aujourd’hui bien documentée [30, 31]. Uactivité PI3K
a été mise a jour par L. Cantley et ses collaborateurs
a la fin des années 1980 comme étant associée a une
oncoprotéine virale [32, 33]. Une trentaine d’années plus
tard, les inhibiteurs de PI3K font leur entrée en clinique.
Lidelalisib, inhibiteur sélectif de la PI3KS de classe |,
vient en effet d’étre approuvé par la FDA (Food and drug
administration) aux états-Unis pour le traitement de la
leucémie lymphoide chronique (LLC) et du lymphome non
hodgkinien (LNH) folliculaire.

Nous nous focaliserons ici sur le role et le ciblage phar-
macologique des PI3K de classe | dans les pathologies
cancéreuses et dans les processus de thrombose arté-

¥ Neuropathie périphérique héréditaire caractérisée par une atrophie musculaire et
une neuropathie sensitive progressive touchant les extrémités des membres.
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Maladies

Syndrome de Lowe

Maladie de Dent

Syndrome des contractures congénitales létales type 1 (LCCS3)

Myopathie congénitale myotubulaire

Maladie de Charcot-Marie-Tooth

Dystrophie cornéenne mouchetée de Frangois et Neetens
Syndrome de Cowden/cancer

Cancer

Ataxie apraxie oculo-motrice type 3
Agammaglobulinémie

Syndrome de la PI3K3 activée

Syndrome de mégalencéphalie

Génes impliqués

. Modifications
(protemes)
OCRL Mutation
OCRL Mutation
PIP5KIC (Ptdins[4]P-5-kinase 1 :
Mutation
gamma)
MTMI .
Mutation
MTMR14
MTMR2
MTMRS .
Mutations
MTMR13
FIG4
PIP5K3 (PIKFYVE) Mutation
PTEN Mutation

PIK3CA (PI3K alpha de classe 1)
PIK3R5 (PI3K sous-unité p101)
PIK3R1 (PI3K sous-unité p85cy)
(PIK3CD) PI3K sous-unité p1105

PIK3R2 (PI3K sous-unité p85f3) /
PIK3CA (PI3K sous-unité p1100r)

Mutations de pl100a., amplification
Mutation
Mutation causant la délétion du gene

Mutation activatrice

Mutation

Cancer (leucémies : LAM, LAL)

Diabéte type 2

Opsismodysplasia

Syndrome de Morm et de Joubert
Syndrome de Down/maladie de parkinson

Syndrome segmental overgrowth

INPP5D (SHIP1)
INPPLI (SHIP2)

INPPLI (SHIP2)

SYNJ1 (synaptojanin 1)

PIK3CA (PI3K alpha de classe I)

Mutation
Délétion 16 pb
Mutation
INPP5E Mutation

Amplification

Mutation

Tableau Il. Enzymes du métabolisme des phosphoinositides et pathologies [54, 55].

rielle. Les huit PI3K du génome humain sont regroupées en trois classes,
en fonction de leurs caractéristiques structurales, de leur mécanisme
de régulation et de leur substrat (Figure 2). Les quatre PI3K de classe
| produisent du PtdIns(3,4,5)P; lors d’une activation cellulaire. Ce sont
des enzymes hétérodimériques composées d’une sous-unité catalytique
de 110 kDa (p110) et d’une sous-unité régulatrice. Elles sont sous-divi-
sées en classe IA et IB. Il existe trois sous-unités catalytiques dans la
classe IA (p110c, p110f, p1103), qui interagissent avec les sous-unités
régulatrices p85al, p85p, p55y, p55aL et p50a. Dans la classe 1B, une
sous-unité catalytique (pl10y) s’associe avec les sous-unités régula-
trices pl01, p87 ou p84. Les PI3-kinases de classe |A sont activées par
des récepteurs @ activité tyrosine-kinase via le recrutement de leur
sous-unité régulatrice qui contient des domaines SH2 (Src homology 2).
La PI3K de classe IB est activée par les sous-unités B/y des protéines G
hétérotrimériques [34, 35]. La GTPase Ras est capable d’amplifier 'acti-
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vation des PI3K de classe |, en se liant directement a la
sous-unité catalytique. A noter que la PI3KB de classe
IA présente la particularité d’étre activée a la fois par les
sous-unités B/y des protéines G hétérotrimériques (qui
interagissent directement avec p110[) et par les récep-
teurs a activité tyrosine kinase.

La PI3Kat de classe | dans les pathologies cancéreuses
La PI3KaL est ubiquitaire et joue un role majeur dans les
processus de prolifération et de survie cellulaire, ainsi
que dans la signalisation du récepteur de I'insuline. Elle
est devenue une cible en oncologie, car des mutations
gain de fonction dans le gene PIK3CA qui code cette
enzyme sont fréquemment retrouvées dans les cancers
solides chez ’homme [36]. Des travaux expérimentaux



utilisant des lignées cellulaires ou des souris génétiquement modifiées
ont démontré que deux des mutations activatrices les plus fréquem-
ment retrouvées (€545K et H1047R) sont suffisantes pour entrainer
une augmentation du niveau de PtdIns(3,4,5)P; intracellulaire et
transformer les cellules [37]. De plus, la présence de ces mutations
sensibilise les cellules aux inhibiteurs de la PI3Kat ou de la voie mTORC1
(mammalian target of rapamycin complex 1). €n outre, indépendam-
ment des mutations, la PI3Kow est activée par de nombreux oncogenes
et les mutations perte de fonction de la phosphatase PTEN entrainent
une suractivation de la voie mTORCI.

Des inhibiteurs sélectifs de la PI3Ka sont en essai clinique pour le trai-
tement de cancers solides chez des patients présentant une mutation
activatrice de cette kinase. U'effet de ces inhibiteurs en monothérapie
pourrait étre relativement limité, mais leur association a d’autres
molécules utilisées en chimiothérapie ou ciblant spécifiquement
des acteurs comme la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) pourrait
donner des résultats trés intéressants (L. Cantley, communication
personnelle). Les inhibiteurs de la PI3Kal pourraient également étre
utiles dans le traitement de pathologies héréditaires rares liées a des
mutations somatiques de PIK3CA (overgrowth syndromes [381). Enfin,
dans certaines conditions, des inhibiteurs pan-PI3K de classe | pour-
raient permettre d’éviter les phénomenes de redondance au sein de
cette classe de lipide kinases [39].

La PI3KS de classe | dans les hémopathies B malignes

La PI3KO est principalement exprimée dans les leucocytes ol elle
joue un rdle clé en aval du récepteur pour I’antigéne (B cell recep-
tor, BCR) dans les lymphocytes B [40]. La signalisation du BCR fait
appel a des mécanismes de phosphorylation sur tyrosine des motifs
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) de la
portion intracytoplasmique de CD79, conduisant a la formation de
complexes multiprotéiques®. Les tyrosine-kinases Syk et Btk, ainsi
que la PI3KJ, sont des éléments clés de la signalisation du BCR. La
PI3KO joue également un rdle important en aval des récepteurs des
cytokines/chimiokines et des récepteurs d’adhésion, qui contribuent
fortement a la régulation de la prolifération, de la différenciation,
de la migration et de la survie des cellules B. La leucémie lymphoide
chronique (LLC), leucémie la plus fréquente en Europe occidentale,
est caractérisée par une accumulation de cellules B (positives pour le
CD5) dans le sang, la moelle et les organes lymphoides secondaires.
Uactivation chronique de la voie de signalisation du BCR a un rdle
majeur dans la physiopathologie et la progression de cette hémopa-
thie maligne, mais également dans les lymphomes non hodgkiniens
(LNH) indolents a cellules B. Il est rare d’observer des mutations
dans les génes codant pour les PI3K de classe | dans la LLC et les LNH
indolents. De méme, IYincidence de mutations perte de fonction du
géne codant pour la phosphatase PTEN est faible dans ces patholo-
gies (excepté pour le LNH du manteau®). De nombreuses études ont

“BCR, le récepteur des cellules B, est formé d’une immunoglobuline et de CD79 qui transmet le signal.

5 Le lymphome a cellules du manteau est un type de lymphome B qui se développe dans le bord externe
d’un ganglion lymphatique appelé zone du manteau.
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montré que, ex vivo, I'inhibition de la PI3KO affecte
la prolifération et la survie des cellules de patients
atteints de LLC [41]. Les premiers essais cliniques
avec 'inhibiteur sélectif de PI3KS (le CAL-101 ou ide-
lalisib) chez des patients en rechute, ont montré une
réponse trés encourageante et durable, avec une sortie
rapide des cellules B malignes des organes lymphoides,
accompagnée d’une hyperlymphocytose transitoire
[42, 43]. 1l est important de souligner que I'arrét
du traitement entraine une reprise de la pathologie.
Linhibition de la PI3K& diminuerait la signalisation
du BCR, mais également la production des chimiokines
et la réponse des cellules B malignes aux chimiokines,
affectant ainsi leur migration et leur ancrage dans la
niche protectrice fournie par les tissus lymphoides. La
sortie de ces cellules B de la niche diminue les signaux
de prolifération et de survie, entrainant leur mort pro-
gressive par apoptose. Lorsque I'idelalisib est associé
au rituximab (un anticorps monoclonal anti-CD20°
utilisé dans le traitement de ces pathologies), la des-
truction de ces cellules est accélérée. Les effets secon-
daires de I’idelalisib sont apparus assez tolérables
pour envisager un traitement au long cours. €n France,
Iidelalisib fait I"objet d’une autorisation temporaire
d’utilisation de cohorte pour le traitement de la LLC
en rechute et du LNH folliculaire réfractaire, le produit
étant utilisé en monothérapie ou en association. Dans
I"avenir, il est concevable que les inhibiteurs de la
PI3KO soient également utilisés dans le traitement de
certaines maladies immunes, comme le syndrome de la
PI3KO activée [44].

La PI3KPB de classe | dans les plaquettes

et les pathologies thrombotiques

Les plaquettes sanguines jouent un rdle clé dans les
processus d’hémostase et de thrombose. Elles expri-
ment toutes les isoformes de PI3K de classe | mais c’est
la PI3KP de classe | qui joue le réle le plus important
[45]. Un inhibiteur sélectif de la PI3KPB (le TGX-221) a
montré un potentiel anti-thrombotique dans des tests
ex vivo en condition de flux artériel et dans des modeles
de thromboses expérimentales in vivo chez le rat [46].
Lutilisation de souris, exprimant une pl10f inactive ou
ne 'exprimant plus sélectivement dans les mégacaryo-
cytes et les plaquettes, a permis de montrer le role de
cette PI3K en aval de différents récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (récepteurs
de la thrombine, du thromboxane A2 ou de I’ADP), de
récepteurs impliquant des motifs ITAM et des tyrosine-

¢ (D20 est un marqueur spécifique des cellules B au cours de leur développement du
stade pré-B au stade du lymphocyte B mature.
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kinases (récepteur GPVI du collagéne) et des intégrines allb3 et o231
[47-49]. Lune des boucles d’amplification de I’activation plaquettaire
fait intervenir ADP (sécrété par les plaquettes dés le début de leur acti-
vation), dont le récepteur purinergique P2Y12 est couplé & Gi (protéine G
inhibitrice). Les sous-unités B/y de Gi interagissent avec pl10P, ce
qui potentialise I'activation de la PI3KP. Cette boucle d’amplification,
caractéristique des plaquettes, pourrait expliquer le rdle prédominant de
la PI3KP dans ce modéle cellulaire. Le PtdIns(3,4,5)P; produit contribue
au recrutement et a 'activation de plusieurs protéines a domaine PH
telles qu’Akt, Btk et PLCy2. Grace a ces modeéles de souris il a été claire-
ment montré que I’inhibition de la PI3K plaquettaire a une action anti-
thrombotique sans effet sur ’hémostase primaire et sans augmentation
du risque de saignement [50]. De méme, un essai clinique de phase |
réalisé avec un nouvel inhibiteur sélectif de PI3K[3 (AZD6482) ne montre
pas d’augmentation du risque hémorragique et indigue une bonne tolé-
rance du composé chez ’homme [51]. Les tests réalisés ex vivo confir-
ment les résultats précédemment obtenus et soulignent I'intérét de ce
type d’inhibiteur dans la prévention des thromboses artérielles. Cepen-
dant, nous avons récemment montré que, dans des conditions de flux
artériel pathologique rencontrées lors d’une sténose artérielle ou lors de
la croissance d’un thrombus devenant partiellement occlusif, I'inhibi-
tion de PI3KP provoque une fragmentation du thrombus formé, avec un
risque potentiel d’embolisation distale susceptible d’occlure des micro-
vaisseaux en aval [52, 53]. €n résumé, le ciblage de la PI3K[ dans une
stratégie de prévention des thromboses artérielles présente un certain
nombre d’avantages (risque de saignement limité, effets secondaires
tolérables, effets rapides et réversibles sur les thromboses artérielles).
Il sera toutefois essentiel de déterminer si les fragments de thrombus
libérés dans certaines conditions sont potentiellement dangereux ou
s’ils sont susceptibles de se disloquer sans entrainer de phénomenes
ischémiques en aval.

Conclusion

Les phosphoinositides constituent une famille de lipides qui contri-
bue fortement a I’assemblage et a I’organisation spatio-temporelle
des complexes multiprotéiques, permettant de coordonner le main-
tien de I'intégrité de territoires cellulaires, I"organisation des voies
de signalisation, la régulation du trafic intracellulaire, la dynamique
du cytosquelette et la polarité cellulaire. Un ensemble de kinases
et de phosphatases spécifiques permet de contrdler précisément la
production et I’interconversion des Pl. La perte de ce contrdle strict
(& la suite de mutation, de surexpression ou de perte d’expression
de certaines des enzymes de leur métabolisme) est & I’origine de
différentes pathologies. Il est donc important de caractériser les
mécanismes de régulation de ces kinases et phosphatases et de
poursuivre I'analyse du rdle des différents PI. Uarrivée récente en
clinique des inhibiteurs de PI3K de classe | et le développement
actuel de modulateurs des phosphatases illustrent a quel point les
avancées réalisées dans la compréhension des mécanismes de signa-
lisation lipidique peuvent améliorer la prise en charge de certaines
pathologies. ¢
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SUMMARY

Phosphoinositides: the lipids coordinating cell
dynamics

Within the glycerophospholipid family, phosphoinosi-
tides, which are minor components of eukaryotic cell
membranes, play a critical role as spatiotemporal orga-
nizers of cell dynamics. By specifically interacting with
proteins, they coordinate the formation and the organi-
zation of multiprotein complexes involved in cell signa-
ling, intracellular trafficking and cytoskeleton rearran-
gement. The highly precise spatiotemporal dynamics of
phosphoinositides-regulated mechanisms is ensured by
kinases and phosphatases that specifically produce,
hydrolyze and control the interconversion of these lipids.
The direct implication of these enzymes in human patho-
logies such as genetic diseases, cancer or infectious
pathologies, and the recent arrival of inhibitors targe-
ting some phosphoinositide kinases in clinic, illustrate
the mandatory functions of these fascinating lipids. ¢
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